The efficacy of anti-malaria drugs against Plasmodium vivax on the Thailand-Myanmar border by 依田 健志 et al.
一　140　一
J．　Tokyo　Med．　Univ．，　63（2）　：　140－143，　2005
The　efficacy　of　anti－malaria　drugs　against　Plasmodium　vivax
on　the　Thailand－Myanmar　border
Takeshi　YODA’）2），　Yasuyuki　RAKUE’）3）‘），　Tsutomu　MIZOTAi）
　　　　　　　　　　　　　　　Sornchai　LOOAREESUWAN‘）
i）lnstitute　of　Tropical　Medicine，　Nagasaki　University
2）Toda　Central　General　Hospita1
3）School　of　Public　Health　and　Tropical　Medicine，　Tulane　University
‘）Faculty　of　Tropical　Medicine，　Mahidol　University
Abstract
　　　The　susceptibility　of　20　isolates　of　Plasmodium　vivax　obtained　in　the　area　of　the　Thailand－Myanmar
border　to　seven　antimalarial　drugs　was　evaluated　using　the　schizont　maturation　inhibition　technique．　The
geometric　mean　50％　inhibition　concentration　（IC，o）　values　were　quinine＝308　ng／ml，　amodiaquine＝14　ng／ml，
chloroquine＝50　ng／ml，　mefloquine＝127　ng／ml，　sulfadoxine／pyrimethamine（80：1）　＝800／10　ng／ml，
pyrimethamine＝8ng／ml，　and　artesunate＝O．5　ng／ml．　Compared　with　P．　falci　arum　in　this　area，　P．　vivax
was　more　sensitive　to　chloroquine　and　artesunate，　equally　sensitive　to　quinine，　and　more　resistant　to　mefloquine．
Introduction
　　Plasmodium　vivax　is　the　maj　or　cause　of　human
malaria　in　parts　of　Central　and　South　America　and
Asia．　On　the　western　border　of　Thailand．　the　incidence
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
of　P．　vivax　has　recently　been　reported　as　20　per　1，Cmo
population　per　year，　（which　is　similar　to　that　of　P．
falci　arumi））．　Although　severe　complications　of　vivax
malaria　are　rarely　observed，　P．　vivax　causes　multiple
relapses　and　therefore　considerable　morbidity．　Vivax
malaria　in　pregnancy　is　associated　with　low　birth
weight．2・3）　Chloroquine　has　been　the　drug　of　choice　for
P．　vivax　malaria　for　many　years．　ln　recent　years，　resis－
tance　to　chloroquine　in　P．　vivax　has　been　demonstrated
conclusively　in　vivo　in　Papua　New　Guinea‘），　different
regions　of　lndonesia5），　and　more　recently　in　Central
America6）．　There　have　also　been　similar　reports　from
India7）　and　Myanmar8）．　The　susceptibility　of　P．　vivax
to　antimalarial　drugs　has　not　been　monitored　in　vitro
because　of　diMculties　in　cultivating　P．　vivax．　in　stan－
dard　malaria　culture　medium　due　to　the　induced　pre－
mature　rupture　of　the　infected　red　blood　cells，　and　the
limited　p ovision　of　young　red　blood　cells　or
reticulocytes　limits　P．　vivax　invasion．　Plasmodium
vivax　invades　red　blood　cells　only　in　the　first　14　days
after　their　emergence　from　the　bone　marrow9）．　ln　this
study，　the　susceptibility　of　P．　vlvax　in　vitro　to　different
antimalarial　drugs　was　assessed　in　short－term　culture　in
an　area　where　multi－drug　resistant　P．　falciparum　is
prevalent，　and whe e　several　different　antimalarial　drugs
are　available　and　used　for　treatment．　to　set　a　baseline　for
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，
P．　vivax　 ensit vity　in　vitro．
Materials　and　Methods
　　Study　s te
　　The studie were　carried　out　in　Mae　Sot　Hospital
etween　1996　and　2001　in　Tak　Province，　NW　Thailand．
This　s udy　was　part　 f　the　clinical　studies　reviewed　and
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approved　by　the　Ethical　and　Scientific　Review　Commit－
tee，　Ministry　of　Public　Health，　Royal　Government　of
Thailand．
　　Parasites
　　Two　milliliters　of　blood　were　collected　in　heparinized
tubes　from　patients　attending　the　outpatient　clinic　or
admitted　to　Mae　Sot　Hospital，　Thick　and　thin　blood
films　were　prepared　using　standard　procedures．　Para－
site　species，　morphology，　and　parasitemia　were　assessed
by　microscopic　examination．　Plasma　concentrations　of
quinine　and　mefloquine　were　measured　by　a　semi－
quantitative　dipstick　techniqueiO）．　Only　blood　samples
from　patients　with　single－species　P．　vivax　malaria　with
synchronized　ring－stage　infected　red　blood　cells，　par－
asitemia　consisting　of　more　than　four　parasitized　red
blood　cells　per　1，000　red　blood　cells，　and　no　quinine　and
mefloquine　detected　in　plasma　（and　no　history　of
antimalarial　drug　treatment）　were　chosen　for　this　study．
　　Antimalarial　drug　sensitivity　assay
　　Plasmodium　vivax　infected　blood　was　centrifuged　at
2，000rpm　at　40C　for　five　minutes．　After　the　plasma
and　buffy　coat　were　discarded，　the　packed　red　blood
cells　were　washed　three　times　in　RPMI　1，640　medium，
and　resuspended　to　make　a　3％　cell　suspension　in　the
complete　medium．　A　50－pt　1　cell　suspension　was　added
to　triplicate　wells　of　a　predosed　antimalarial　microtiter
Table　1　Drug　concentration　range　tested
Drug Drug　concentration
Quinine
Amodiaquine
Chloroquine
Mefloquine
Sulfadoxine／pyrimethamine
　（80i1）
Pyrimethamine
Artesunate
　　4L256　pmol／well
　　O．3－16pmol／well
　　　1－64　pmol／well
　　2一工28pmol／well
lO－10，000　pmol／well
O．01－10，000　pmol／well
　O．5－33．5　ng／ml／well
plate．　Th 　following　drugs　were　assessed：quinine，
amodiaquine，　chloroquine，　mefioquine，　sulfadoxine－
pyrimethamine，　and　pyrimethamine．　The　concentra－
tion　（two－fold　dilutions）　ranges　for　each　drug　used　on
the　microtiter　plates　are　shown　in　Table　1．　Artesunate
was　prepared　in　duplicate　wells　in　96－well　plates　as
described　previously’i）　and　200　pt　1　of　red　blood　cell
suspension　was　added　into　each　well．　Each　drug　con－
centration　w 　te ted　in　duplicate．　After　adding　the
erythro ytes，　a　lid　was　placed　over　the　plate　and　the　plate
was　then　shak n　gently　to　dissolve　the　drug．　The
samples　were　incubated　at　370C　in　an　atmosphere　of　5％
CO2　for　40－44　hours　depending　on　the　stage　of　the
parasite b fore　culturing．　At　the　end　of　the　incubation，
thick　 nd　th n　blood　films　were　prepared　from　the
s mples　in　each　well．　Wells　without　drugs　were　includ－
ed　as　c ntrols．
　　Evalua ion　abOut　e冊cacy　of　antimalarial　drugs
　　Thick　and　thin　blood　films　were　fixed　with　methanol，
and　stai ed　with　Field’s　stain，　and　examined　under　the
microscop ．　The　number　of　schizonts　containing　more
than　eight　nuclei　was　counted　per　3，000　red　blood　cells．
The percentage　of　schizonts　in　the　drug　wells　was
com ared　with　the　number　of　schizonts　counted　in
control　samples．
　　Data　analysis
Results　of　parasite　schizogony　（for　3，000　red　blood
cells）　after　40－48　hours　culture　at　each　drug　concentra－
tion　were　fitted　to　a　sigmoid　curve　using　WinNonlinTM
computer　software　version　3．1　（Pharsight　Corporation，
Mountain　View，　CA）　to　detemiine　the　50％　inhibitory
concentration　（IC，o）　for　schizont　development．　Corre－
lations　were　assessed　by　the　method　of　Speamnan．
Results
　　Twenty　isolates　were　obtained．　Growth　of　P．　vivax
in　the　absence　of　antimalarial　drugs　was　observed　in　all
control　wells．　The　parasites　developed　from　ring　stage
Table　2Susceptibility　of　Plasmodium　vivax　on　the　western　border　of　Thailand　to　antimalarial　drugs’
Drug
Plasmodium　vivax
Geometric　mean
IC，，　（ng／ml）
950ro　C　I
Plasmodium　falci　arum
Brockman　and　othersii）
　　　IC，，　（ng／ml）
　　（3H－hypoxanthine）
Childs　and　othersi2）
　　　IC，，　（ng／ml）
（Schizont　maturation）
Quinine
Amodiaquine
Chloroquine
Mefloquine
S／P　（80：1）
Pyrimethamine
Artesunate
308
14
50
127
10
　8
0．5
97一　1，082
　　7－29
　38－90
121－272
463－4，780
0．1－483
0．4－O．7
370
149
27
1．6
81
70
3t
4，083t
ICso＝5090　inhibition　concentration；　CI＝confidence　interval；　S／P＝＝sulfadoxine／pyrimethamine
tThese　isolates　were　assessed　after　the　development　of　high－level　pyrimethamine　resistance　but　before　the　advent
of　significant　mefloquine　resistance
（2）
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to　mature　schizonts　containing　一＞8　nuclei　within　a
mean±SD，　40±3hours　after　cultivation．　All　20　iso－
lates　used　in　the　experiment　developed　to　complete
mature　schizonts　and　could　be　evaluated　for　drug　re－
sponsiveness．　Tests　were　run　in　parallel　for　the　seven
antimalarial　drugs．　Parasitemia　before　testing　varied
between　O．4％　and　1．9％　（geometric　mean±95％
confidence　interval　［CI］＝O．5±O．2％）．　The　overall
coeMcient　of　variation　for　the　counting　ofthe　individual
isolate　control　wells，　was　8％，　indicating　reproducibility
of　assessment　of　schizont　maturation．
　　The　drug　concentrations　that　gave　50％　inhibition　of
schizont　maturation　（IC，o）　were　derived　from　the　sig－
moid　plots　and　are　summarized　in　Table　2．　For　most
（19　of　20）　of　the　isolates，　complete　inhibition　of　schizont
maturation　occurred　in　the　well　containing　64　pmol／
well　of　quinine．　Complete　inhibition　of　schizont
maturation　（all　isolates）　occurred　in　wells　containing　16
pmol　of　chloroquine／well．　For　mefloquine，　complete
inhibition　of　schizont　maturation　was　achieved　for　all
isolates　in　wells　containing　128　pmol／well．　Complete
inhibition　of　schizont　maturation　occurred　in　wells
containing　8　pmol／well　for　amodiaquine　（18　isolates），
10，000pmol／well　for　sulfadoxine－pyrimethamine　（18
isolates）　and　pyrimethamine　（all　isolates）．　No
significant　correlations　were　found　among　the　suscepti－
bilities　to　the　different　antimalarial　drugs．　As　shown　in
Table　2，　these　data　were　compared　with　earlier　studies
from　the　same　region　on　P．　falcl　arum　in　which
schizont　maturation　was　usedi2），　and　with　contemporary
studies　using　3H－hypoxamine　uptake　inhibition’i）．
Discussion
　　The　susceptibility　of　P．　vivax　to　antimalarial　drugs
was　assessed　by　a　rapid，　simple，　and　readily　field－adapted
method．　This　method　is　similar　to　that　used　for　P．
falcl　arum，　although　many　laboratories　now　use　the
radioisotopic　hypoxanthine　incorporation　assay　to　assess
drug　susceptibility　in　this　parasite．　The　two　methods
give　similar　results．　When　compared　with　P．　falci　ar－
um　（reference　to　Table　2），　isolates　from　the　same　area
（assessed　by　the　hypoxanthine　incorporation　assay），　P．
vivax　was　as　susceptible　to　quinine，　more　sensitive　to
chloroquine，　and　more　resistant　to　mefloquine．　But　the
earlier　studies　from　the　same　area　using　schizont　matura－
tion　assessment　showed　P．　vivax　was　more　resistant　to
quinine．　The　P．　vivax　ICso　of　artesunate　was　approx－
imately　three　times　lower　than　that　of　P．　falci　arum，
suggesting　that　artesunate　is　a　potential　treatment　for
chloroquine－resistant　P．　vivax　malaria．　This　confirms
加　vivo　observations：P．りかακ　is　highly　susceptible　to
the　artemisinin　derivativesi3）．　The　ICso　values　of
sulfadoxine－pyrimethamine　and　pyrimethamine　from
this　study　could　not　be　compared　with　assessments　of
susceptibility　 P．　falci　arum　because　of　the　differences
n　methodology　and　the　conditions　in　the　culture
m dium． Folic　acid　is　a　direct　competitive　antagonist
of　antifolate　activity’‘）　and　p－aminobenzoic　acid
（PABA）　is a　dir ct　competitor　for　sulfonamides’5）．
The fore　the　susceptibility　of　P．　farci　arum　to
sulfadoxine－pyrimethamine　and　pyrimethamine　are　usu－
ally　conducted　in　culture　medium　deficient　in　folic　acid．
We　have　found　that　P．　vivax　needs　considerably　more
folic　acid　for　complete　schizont　maturation　than　P．
falcl　arum　and　will　not　grow　in　folate－deficient　media．
Thus，　the　ICso　values　of　sulfadoxine－pyrimethamine　and
pyrimethamine　 n　this　study　might　not　reflect　in　vivo
susc ptibility，　but　could　be　usefu1　for　sequential
monit ring　of　the　evolution　of　antifolate　resistance．
　　In　Thailand，　P．　vivax　remains　sensitive　to　chloro－
quine　in　vitro　and　in　vivo．　This　contrasts　with　P．
falciparum，　which　is　highly　chloroquine　resistant　in　this
area．　The ICso　values　observed　for　chloroquine　are
consistent　with　previous　reportsi6）．　Whether　the　rela－
tively　high IC，o　value　for　mefliquine　reflect　acquired
resistance，　as　 P．　falci　arum　in　this　region，　or　consti－
tutionally　reduced　susceptibility　will　require　assessment
in　oth r　 reas　where　mefliquine　is　not　used．　These
preliminary　data　suggest　that　there　are　similar　in　vivo
“break　points”　for　antimalarial　drug　resistance　in　the
two　malaria　species．　These　results　provide　a　current
baseline　of　sensit vity　of　P．　vivax　to　antimalarial　drugs．
The　antimalarial　drug　susceptibility　of　P．　vivax　needs
to　be　moni ored　continuously　to　anticipate　the　emer－
ge ce　of　resistance．
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タイ・ミャンマー国境付近の三日熱マラリアに対する
　　　　　　　　　　　　　抗マラリア薬の効果について
依　田　健 志1）2）　即興康之1）3）4）　溝
　　　ソンチャ・イ　ルーアレンソワイン4）
田 町1）
　　　　　　　1）長崎大学熱帯医学研究所
　　　　　　　　　2）戸田中央総合病院
3）米国チューレ・一ン大学公衆衛生熱帯医学大学院
　　　　4）タイ王国マヒドン大学熱帯医学部
【要旨】タ・イ・ミャンマー国境付近の三日熱マラリアが疑われる20の症例に対して、7つの抗マラリア薬をマラリア原虫
分裂体成熟抑止法を用いて評価した。50％抑制値は、キニン308ng／ml、アモジアキニン14　ng／ml、クロロキン50　ng／ml、
メフロキン127ng／ml、サルファドキシン・ピリメタミン800／10ng／m1、ピリ生面ミン8ng／ml、アルテスネート0．5　ng／
mlであった。この国境付近の熱帯熱マラリアの最近の研究と比較して、三日熱マラリアに対してはクロロキン、アルテス
ネートは感受性が高く、キニンに関しては同等、しかしメフロキンに関してはより抵抗性があった。
〈Key　words＞マラリア、三日熱マラリア、抗マラリア薬、タイランド
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